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Indução de resistência não deve 
ser o único mecanismo de defesa 
associado a um controle biológico 
eficiente para o míldio da videira1
O míldio da videira é causado pelo oomiceto Plasmopara viticola (Berk. & 
Curtis) Berlese & De Toni. Esta doença ainda é considerada uma das maiores 
ameaças à videira no mundo, sendo particularmente destrutiva na Europa 
e na metade oriental dos Estados Unidos, em regiões amenas e úmidas. O 
míldio pode afetar todas as estruturas do dossel, como folhas, inflorescências 
e frutos (El-Sharkawy et al., 2018). Em casos extremos pode desfolhar a 
videira até perdas totais de produção (Cavalcanti et al., 2020).
No ciclo da doença, o patógeno coloniza os tecidos e produz esporângios que 
são as estruturas de propagação e dispersão espacial. Uma vez depositado 
sobre a superfície do tecido suscetível, cada esporângio pode liberar zoóspo-
ros biflagelados que são capazes de se mover e penetrar até aberturas natu-
rais (estômatos) para desencadear a infecção. Após a penetração, um tubo 
germinativo é gerado e atinge a cavidade subestomática, onde uma vesícula 
e hifas primárias são formadas (Yin et al., 2017). Manchas de óleo (sintomas) 
e pó branco (sinais do oomiceto) podem ser facilmente evidenciadas a olho 
nu, e caracterizam a presença da doença na parte superior e inferior da folha 
da videira respectivamente (La Torre et al., 2018).
O míldio é controlado principalmente por esquemas de pulverização de 
substâncias que protegem a planta e erradicam o patógeno (Gessler et al., 
2011). A calda bordalesa (sulfato de cobre + óxido / hidróxido de cálcio) 
aparece como o primeiro protetor na história da Fitopatologia, e ainda hoje 
é amplamente usada na viticultura para o controle do míldio (Agrios, 2005). 
Outras formas de cobre podem ser encontradas em várias substâncias 
protetoras, como por exemplo, oxicloreto de cálcio e octanoato de cobre. As 
substâncias a base de cobre são muito importantes na viticultura orgânica em 
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várias regiões de produção do mundo sendo, ainda, o veículo mais confiável 
para o controle do míldio neste sistema (Selim, 2013).
Apesar de sua eficácia, as substâncias a base de cobre têm sido cada vez 
mais criticadas por causa de seu potencial de danos ambientais. Talvez a 
mais urgente delas seja a questão da sua acumulação nos solos das vinhas, 
especialmente nas áreas de cultivo tradicionais e mais antigas. Como o cobre 
no solo não é degradado e tem taxas insignificantes de lixiviação, escoamento 
ou sorção de raiz, este metal pesado acaba se acumulando indefinidamente 
como um potencial contaminante do solo causando efeitos tóxicos em 
plantas, microorganismos e organismos do solo e das águas de nascentes, 
bem como saúde animal e humana (La Torre et al., 2018). Segundo Schafer 
Junior et al. (2003), valores muito altos e tóxicos de cobre (acima de 100 mg 
de CuSO4 por kg de solo) foram evidenciados no estado do Rio Grande do 
Sul. Esses níveis tóxicos foram interpretados como uma consequência direta 
da aplicação continuada de fungicidas a base de cobre em áreas de vinhedos. 
Assim, no Brasil, foi estabelecido que a quantidade máxima de cobre a ser 
aplicada em qualquer de suas formas não pode ultrapassar 6 kg ha por ano, 
na viticultura orgânica (Ministério..., 2014). No mundo, em países onde não 
há proibição, a tolerância para aplicações de cobre varia entre 0,3 e 6 kg ha 
por ano, para viticultura orgânica, convencional e para o manejo integrado de 
pragas e doenças (MIPD) (La Torre et al., 2018).
As estratégias de redução do cobre utilizadas no controle do míldio se destacam 
em várias frentes. Uma delas é a substituição por extratos biológicos e 
formulações naturais em calendários de pulverização. Muitos desses extratos 
foram revisados por Dagostin et al. (2011). As substâncias listadas na revisão 
seriam capazes de produzir controle (biológico) direto sobre as estruturas do 
patógeno e/ou induzir resistência das plantas a fim de diminuir o progresso do 
míldio. Estudos envolvendo agentes de controle biológico (Biological Control 
Agents - BCAs) têm sido cada vez mais considerados na proteção de vinhedos 
ao longo de estratégias de MIP, principalmente com o gênero Trichoderma 
e bactérias endofíticas Bacillus spp (Romanazzi et al., 2016; Cavalcanti 
et al., 2020). Além disso, estudos para caracterizar bem os mecanismos 
biológicos que defendam plantas de doenças precisam ser conduzidos para 
o entendimento detalhado do mecanismo e da eficiência de tais substâncias 
de controle. Assim, com sorte, recomendações técnicas baseadas em BCAs 
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possam um dia rivalizar com os produtos químicos convencionais, produzindo 
convencimento para conversão de mais agricultores à viticultura orgânica. 
Substâncias alternativas podem induzir resistência de planta (IR), entregando 
elicitores ou moléculas capazes de ser reconhecidas por receptores 
intracelulares e/ou de superfície celular e produzindo cascatas de transdução 
de sinal, a fim de desreprimir a expressão de genes relacionados à defesa 
(Cavalcanti et al., 2006; Cavalcanti et al., 2014). Essas respostas de defesa 
coordenadas podem promover a aclimatação celular em torno dos locais de 
infecção, produzindo defesas químicas (fitoalexinas, proteínas relacionadas à 
patogênese - PRPs) e físicas (Cavalcanti et al., 2011). Muitas PRPs manifestam 
atividade antifúngica direta ou outro envolvimento em processos de defesa 
celular. Por exemplo, peroxidases (GPX, EC. 1.11.1.7) e polifenoloxidases 
(PPO, EC 1.10.3.1) podem desempenhar um papel no fortalecimento da 
parede da célula hospedeira (deposições de lignina) e β-1,3-glucanases 
(GLU, EC 3.2 .1.39) e quitinases (CHI, 3.2.1.14) são relatadas por degradar 
camadas de células fúngicas em resposta a um evento de parasitismo 
(Cavalcanti et al., 2007; Gupta et al., 2013; Cavalcanti et al., 2014). Assim, 
as alternativas de pulverização em sistemas de viticultura orgânica devem 
passar por substâncias que possuam algum mecanismo antagônico para 
prejudicar os ciclos de vida do patógeno (El-Sharkawy et al., 2018).
As plantas têm potencial biológico para responder ao ataque do patógeno, 
mesmo aquelas consideradas suscetíveis a uma determinada doença. Por 
um momento, os microrganismos patogênicos apresentam capacidade de 
não serem percebidos pela planta, ao mesmo tempo em que mobilizam ra-
pidamente ferramentas de ataque, determinantes de patogenicidade (por 
exemplo, enzimas como celobiohidrolases e poligalacturonases) e fatores de 
virulência (toxinas como AAL-toxin e fumonisinas), eficazes para digerir as 
barreiras constitutivas de tecido vegetal e construir seu local de parasitis-
mo (Mendgen et al., 1996; Cavalcanti et al., 2014). De forma conservada, 
as plantas superiores têm a capacidade de responder a estímulos quími-
cos produzindo defesas. Compostos sintéticos, como ácido salicílico (SA), 
ácido 2,6-dicloro-isonicotínico (INA), ésteres de ácido S-metil-benzo (1,2,3) 
-tiadiazol-7-carbotióico (BTH), entre outros, são capazes de induzir uma 
resposta coordenada de resistência sistêmica adquirida (Systemic Acquired 
Resistance - SAR) na célula vegetal próxima (local) ou distante (sistêmica) 
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dos pontos de contato com a substância, ou ainda à adesão e penetração de 
um patógeno (Walters et al., 2013). Uma resposta SAR é caracterizada prin-
cipalmente pela expressão de genes que codificam proteínas relacionadas à 
patogênese (PR-proteins) (Cavalcanti et al., 2007).
Substâncias à base de ácido fosforoso e fosfito (fosfonato) também são apli-
cadas no controle de P. viticola em vinhedos. Esses produtos são catalogados 
como fertilizantes foliares no Brasil, mas funcionam como uma proteção con-
tra o míldio e podridão dos cachos da videira por um mecanismo misto (não 
completamente elucidado) sobre o patógeno e por indução de resistência 
das plantas (Pereira et al., 2012; Pinto et al., 2012; Cavalcanti et al., 2014). 
Paralelamente aos fosfitos, a quitosana é um polímero derivado da desace-
tilação da N-acetil-glucosamina da quitina encontrada nas paredes celulares 
de fungos verdadeiros e no exoesqueleto de insetos e crustáceos. Além de 
sua ação antimicrobiana, a quitosana é um composto relatado por desempe-
nhar um papel na ativação das respostas de defesa da planta, provavelmente 
porque é reconhecida por receptores celulares associados à resistência par-
cial (Kurita, 2006; Malerba; Cerana, 2016). Outros padrões de moléculas que 
podem ser transportados por misturas de BCAs podem emular fragmentos 
de moléculas liberadas durante as interações planta-patógeno que podem 
ser reconhecidas por receptores de padrão molecular associado a micróbios 
(Microbe-Associated Molecular Pattern - MAMPs), desencadeando resistên-
cias de plantas (Henry et al., 2012).
Neste trabalho, foi testada a hipótese de que mecanismos de indução de 
resistência de planta (IR) desencadeados por BCAs (B. amyloliquefaciens 
e Trichoderma), quitosana e um bioestimulante à base de aminoácidos (BS) 
são capazes de atrasar ou mesmo prejudicar significativamente o progresso 
do míldio, mas não o suficiente para igualar o desempenho do cobre. Para 
verificar os mecanismos de IR, as atividades de guaiacol peroxidases (GPX), 
polifenoloxidases (difenolases, PPO), β-1,3-glucanases (GLU) e quitinases 
(CHI) foram registradas em um intervalo de tempo após as exposições do 
elicitor, em paralelo às determinações do teor de lignina das folhas 72 horas 
após os tratamentos. Além disso, esporângios de Plasmopara viticola foram 
expostos a elicitores (diretamente ou nas folhas) e analisados a posteriori 
para evidenciar o nível de lesão na estrutura do patógeno. 
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O objetivo do presente estudo foi compreender o papel da IR e sua atuação 
na proteção da videira contra P. viticola, e sua eficácia relativa no atraso do 
progresso do míldio.
Material e Métodos
Ensaios experimentais, tratamentos e inoculações
Os ensaios em casa de vegetação foram realizados entre setembro de 
2017 e fevereiro de 2018, na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária, 
Embrapa Uva e Vinho (29°9’53,01”S; 51°31’33,68”W), localizada em Bento 
Gonçalves/RS. 
O material vegetal foi definido como mudas de ‘Cabernet Sauvignon’ de três 
anos com rebrotas (15 folhas em média) de 45 dias. O delineamento expe-
rimental foi montado em blocos casualizados (DBC) com três parcelas por 
tratamento, sendo cada parcela mantida em gaiola individualizada (bloco 
experimental). Cada parcela experimental foi preparada com cinco mudas 
plantadas em vasos de 2 L com substrato solo esterilizado: areia: vermiculita 
(2:1:1). A estrutura da gaiola consistiu por uma grade de madeira envolta por 
um filme plástico transparente, com um umidificador ultrassônico frio conecta-
do 24 horas em seu interior para garantir percentual de umidade (> 90% UR) 
favorável à infecção. 
Os tratamentos testados em casa de vegetação foram: 
1. Suspensão de Trichoderma asperellum (2 g/L);
2. Suspensão de Trichoderma asperellum (4 g/L); 
3. Suspensão de Trichoderma harzianum (2 g/L);
4. Suspensão de Trichoderma harzianum (4 g/L); 
5. Suspensão de Bacillus amyloliquefaciens cepa D-747 (2,5 g/L); 
6. Quitosana solúvel (3,6 mL/L); 
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7. Fosfito de potássio (27% P2O5 e 27% K2O, 2 mL/L); 
8. Aminoácido e bioestimulante de fitoalexinas (BS, 1 mL/L);
9. Indutor de resistência, Benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotióico (0,2 g/L BTH);
10. Controle positivo - Calda bordalesa (Ctrl+, CB1010, 1 kg CuSO4 e 1 kg 
CaO por 100 L de água);
11. Controle negativo - água destilada (Ctrl-).
Os compostos experimentados foram pulverizados semanalmente, 
durante quatro (4) semanas, nas copas/folhas das mudas até o ponto de 
escorrimento. Dois dias antes da primeira pulverização dos tratamentos, as 
plantas foram inoculadas por pulverização com suspensão de esporângios 
de Plasmopora viticola obtidos de folhas apresentando mancha de óleo 
(sintoma típico) e pulverulência, encontradas em vinhedos desprotegidos. As 
folhas sintomáticas foram enxaguadas com água destilada até obter-se uma 
suspensão de 105 esporângios/mL em câmara de Neubauer. Os sintomas da 
doença foram avaliados em 7, 10, 12, 14, 17, 20 e 26 dias após a inoculação 
de P. viticola (DAI), a fim de classificar as lesões visuais em uma escala de 
doença de 0-4, conforme descrito adiante. Em cada muda foram avaliadas 
15 folhas, totalizando 75 folhas por repetição (uma por bloco) e 225 por 
tratamento.
Em relação às condições de casa de vegetação, as plântulas foram mantidas 
em um ciclo de temperatura média de 28 °C dia/24 °C noite e fotoperíodo 
de 12 h, a 350–500 μmol m-2 s-1 de densidade máxima de fluxo de fótons, 
medidas ao nível da planta por um IRGA (IR-Gas Analyser) - analisador de 
fotossíntese e trocas gasosas no infravermelho. 
Quantificação de doença
Durante os meses de novembro e dezembro de 2017 e janeiro de 2018, 
o progresso e a densidade dos sintomas (manchas de óleo) e sinais 
(pulverulência na parte abaxial da folha) de míldio foram monitorados na 
estufa, após os tratamentos. As avaliações dos sintomas/sinais foram 
registradas por meio da escala gráfica de Azevedo (1998), dividida em 
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cinco (5) níveis de doença, abrangendo de 0 a 100% de severidade. As 
avaliações foram baseadas em inspeção visual por avaliador humano, cujas 
leituras foram validadas por software (Ampese et al., 2017). Os dados foram 
submetidos a uma transformação angular ω = arcsin (ID1/2), na qual foram 
executados testes de normalidade (Shapiro-Wilk), ANOVA e inferência por 
Tukey a 5% de probabilidade. Os valores do índice de doença (ID%) foram 
definidos como a intensidade do míldio (Czermainski, 1999). As áreas sob a 
Curva de Progresso da Doença (AACPD) foram calculadas de acordo com a 
equação: 
AACPD = Σ [(Yi + Yi +1)/2] (ti+1 - ti) 
onde ‘Y’ é o ID% e ‘t’ é tempo (dias) (Campbell; Madden, 1990). As porcen-
tagens de proteção vegetal foram estimadas por [1- (x/y)], onde ‘x’ relaciona 
a AACPD das plantas tratadas e ‘y’ a AACPD das plantas pulverizadas com 
água (Ctrl-) (Cavalcanti et al., 2007). Os ensaios foram repetidos duas vezes.
Ensaio de viabilidade do esporângio
Esporângios frescos (sadios) de P. viticola foram obtidos de folhas apresen-
tando sintomas de míldio para investigar a viabilidade dos esporângios e a 
liberação de zoósporos após exposição por 15 h aos BCAs e elicitores testa-
dos. Em um primeiro ensaio, as folhas manchadas de óleo foram enxaguadas 
com água destilada para chegar à suspensão de 2 x 105 esporângios/mL. 
Uma alíquota de 80 μL da suspensão foi transferida para lâminas escava-
das cujas cavidades foram marcadas com quatro quadrantes na base, com 
auxílio de caneta. Oitenta μL de cada substância testada foram adicionados 
às cavidades com o dobro das concentrações experimentadas. Após uma 
diluição 1:2 para obtenção de um volume final de 160uL por cavidade, as 
concentrações finais da suspensão de esporângios e tratamentos estudados 
foram, respectivamente, de 1 x 105 esporângios/mL e a concentração de tra-
balho da substância. 
Os tratamentos (um por cavidade quadriculada) e esporângios foram homo-
geneizados suavemente com micropipeta, cavidades cobertas por lamínula e 
incubadas por 15 horas em câmara úmida e 25 °C (BOD). 
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Os tratamentos estudados foram:
1. Suspensão de Trichoderma asperellum (4 g/L); 
2. Suspensão de Trichoderma harzianum (4 g/L); 
3. Suspensão de Bacillus amyloliquefaciens cepa D-747 (0,5 g/L); 
4. Suspensão de Bacillus amyloliquefaciens cepa D-747 (2,5 g/L);
5. Fosfito de potássio (27% P2O5 e 27% K2O, 2 mL/L);
6. Quitosana solúvel (0,6 mL/L); 
7. Quitosana solúvel (3,6 mL/L); 
8. Aminoácido e bioestimulante de fitoalexinas (BS, 1 mL/L);
9. Indutor de resistência, Benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotióico (0,2 g/L BTH);
10. Controle positivo - Calda bordalesa (Ctrl+, CB1010, 1 kg CuSO4 e 1 kg 
CaO por 100 L de água);
11. Controle positivo (Ctrl+, [Metalaxyl-M + Mancozeb]2 3 mL/L);
12. Controle negativo - água destilada (Ctrl-).
O controle negativo consistiu de esporângios expostos à água destilada. 
Após o tempo de exposição planejado, 50 esporângios foram avaliados por 
quadrante e contados (C - cheios e V - vazios) totalizando 200, por cavidade. 
Os dados foram interpretados como percentagem do controle negativo (Ctrl-
), ou seja: (esporângios vazios sob tratamento/esporângios vazios de Ctrl-) 
x 100, 15 h após a exposição à substância (HAT - Horas Após Tratamento).
Aproveitando as mesmas preparações acima descritas, zoósporos lançados 
dos esporângios também foram avaliados em aumento de 400x, em termos 
de sua motilidade. A atividade de zoósporos a 15 HAT foi definida como: i) 
“altíssima atividade”, zoósporos nadando agitadamente no meio de imersão 
- ao nível do controle negativo (Ctrl-); ii) “alta atividade”, todos os zoósporos 
nadando de modo lento, e iii) “baixa atividade”, zoósporos se mexendo sem 
mobilidade, ou imóveis.
2 Produto comercial registrado no MAPA/Agrofit, como PRODUTO FORMULADO sob nº 09599.
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Ensaio de qualidade do esporângio
Para avaliar a qualidade do inóculo de P. viticola, esporângios foram obtidos 
de folhas infectadas com míldio do próprio experimento, submetidas aos tra-
tamentos e controles, e coletadas ao final das avaliações em casa de vege-
tação (26 DAI). 
Neste ensaio foram selecionados os tratamentos: 
1. Bacillus amyloliquefaciens (Bac2,5, 2,5 g/L); 
2. Bioestimulante de aminoácidos (BS, 1 mL/L); 
3. BTH (0,2 g/L);
4. Controle positivo - Calda bordalesa (CB1010, 1 kg CuSO4 e 1kg CaO por 
100 L de água);
5. Controle negativo, água destilada (Ctrl-).
Folhas sintomáticas com limbos de área superficial aproximada foram 
selecionadas e, com um volume fixo de água destilada (4 mL), tiveram 
seus esporângios cuidadosamente ressuspendidos e coletados. Pequenas 
correções nas áreas superficiais foram feitas mediante fator de correção 
baseado em razão linear com base na área do limbo foliar do grupo controle 
(Ctrl-). Os esporângios intactos (sadios), danificados e totais (sadios + 
danificados) de cada parcela experimental foram avaliados e contados em 
câmaras de Neubauer. A contagem foi registrada imediatamente após a 
coleta. 
Ensaio para coleta de material vegetal 
e determinações bioquímicas
Para obtenção de material foliar para determinações bioquímicas, mudas 
com rebrotas de 45 dias de ‘Cabernet Sauvignon’ de três anos foram tratadas 
com: 
1. Suspensão de Trichoderma harzianum (4 g/L); 
2. Quitosana solúvel (3,6 mL/L); 
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3. Suspensão de Bacillus amyloliquefaciens (2,5 g/L); 
4. Bioestimulante de aminoácidos (BS, 1 mL/L) e 
5. Benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotióico (0,2 g/L BTH);
6. Controle negativo - água destilada (Ctrl-).
O desenho experimental seguiu como descrito em “Ensaios experimentais, 
tratamentos e inoculações”, sendo que neste ensaio “destrutivo”, a parcela 
experimental foi fixada em uma planta por repetição. Em casa de vegetação, 
folhas foram pulverizadas com os tratamentos e água destilada até o 
ponto de escorrimento. As folhas foram colhidas 12, 24, 48 e 72 h após as 
pulverizações (HAP). Após a colheita, os tecidos foliares foram limpos com 
papel absorvente asséptico, pesados, rapidamente congelados em nitrogênio 
líquido e armazenados a -20 °C para determinações analíticas.
As amostras coletadas foram homogeneizadas por 2 min em um almofariz e 
pistilo em diluição 1:3 (p/v) com tampão fosfato de potássio 100 mM gelado, 
pH 7,2, contendo EDTA 0,1 mM. Após filtração em gaze estéril, o material 
fresco foi centrifugado a 13.800 x g por 13 min a 4 °C. O extrato bruto obtido 
do sobrenadante foi utilizado para determinações enzimáticas. Para avaliar 
as atividades relativas das enzimas, a proteína solúvel (mgP/mL) dos extratos 
brutos foi determinada previamente usando albumina de soro bovino 0,3 M 
(BSA) como padrão para curva de diluição (Bradford, 1976).
Para estudar as respostas celulares relacionadas à indução de resistência, 
alíquotas (100 μL) dos extratos brutos (sobrenadante) foram utilizadas em 
misturas enzimáticas de 2,0 mL para peroxidases de monolignol (GPX), com 
guaiacol 20 mM e H2O2 30 mM. Com o mesmo volume final (2,0 mL), as 
polifenoloxidases (PPO) foram medidas com pirogalol 30 mM como substrato. 
As atividades de ambas as oxidases foram registradas por 10 minutos em 
espectrofotômetro. As atividades de GPXs foram lidas a 480 nm e PPOs a 
410 nm (Cavalcanti et al., 2007). Uma unidade relativa de atividade (UA) de 
ambas as oxidases foi definida como a variação da absorbância no respectivo 
comprimento de onda da enzima por um miligrama de proteína solúvel por 
minuto (UA mgP/min). As atividades das quitinases (CHI) e β-1,3-glucanases 
(GLU) foram determinadas por um método de placa de 96 poços ajustado aos 
tecidos da folha da videira (Cavalcanti et al. 2007).
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Para medir as atividades de CHI, uma quitina substituída marcada com 
remazol Brilliant Violet 5R (CM-Chitin-RBV) foi usada como substrato. 
Analogamente, curdlan carboximetilado (CM-Curdlan-RBB) foi aplicado para 
medir as atividades de β-1,3-glucanases. Em uma microplaca de 96 poços, 
70 μL do extrato bruto filtrado foram adicionados em cada poço e a reação foi 
iniciada pela adição de 60 μL aquoso de CM – Chitina – RBV (2 g/L) + 130 ml 
de PBS 100 mM, pH 7,2, ou 60 μL CM – Curdlan – RBB (4 g/L) + 130 ml de 
tampão de acetato de sódio 50 mM, pH 5,2, para CHI e GLU respectivamente, 
cada enzima em sua placa. As reações foram interrompidas pela adição de 
50 μL de HCl 0,5 M após 80 min (para CHI) ou 120 min (para GLU) incubado 
a 35 °C. As microplacas de cada enzima foram então resfriadas em contato 
com gelo por 10 min e centrifugadas por 10 min a 1.450 x g. Esta etapa 
precipitou o substrato não degradado. Alíquotas de 210 μL de sobrenadantes 
foram transferidas para novas placas para leituras de absorbância, a 492 nm 
para os ensaios CHI e 620 nm para GLU. Uma unidade para atividade de CHI 
(ou GLU) foi definida como a variação de uma unidade de absorvância a 492 
(ou 620 nm) por miligrama de proteína solúvel por minuto (UA mgP/min). Os 
ensaios foram realizados em triplicata.
Subamostragens das folhas tratadas e coletadas foram selecionadas para 
extração de lignina descrita por Monties (1989), com pequenas modificações. 
Alíquotas de 0,2 mg de material fresco foram pulverizadas com nitrogênio 
líquido e expostas a 85% de acetona (7 mL) por 48 horas de incubação. 
As amostras foram então centrifugadas a 7.500 x g por 15 min a 7 °C. O 
sobrenadante da clorofila foi descartado, o precipitado seco ao ar por 24 h e 
ressuspenso em 5 mL de ácido tioglicólico (TGA) em HCl 2 M (1:10, v/v) por 
4 h a 25 °C. Após nova centrifugação, o sobrenadante foi transferido para um 
tubo de 20 mL, onde 200 μL de HCl 5 M foram adicionados aos tubos imersos 
em gelo por 4 h. Em seguida, os tubos foram submetidos à centrifugação 
(7.500 x g, 30 min, 7 °C) com os pellets sendo homogeneizados em 5 mL de 
NaOH 0,5 M e lidos a 280 nm em espectrofotômetro de UV. Para quantificar a 
lignina solúvel em ácido (derivados de TGA), foi preparada uma curva padrão 
variando de 10-100 mg/mL de éter 2-hidroxipropil. Os dados foram expressos 
em microgramas por mililitro. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Análise estatística
Estatísticas descritivas e exploratórias, testes de normalidade, homocedas-
ticidade, ANOVA, testes diversos, incluindo t, F e Tukey foram feitos a 5% 
de significância mediante método organizado por um script em linguagem R 
(Michel; Cavalcanti, 2020).
Resultados
Viabilidade e qualidade das atividades de esporângios 
e zoósporos de P. viticola após exposições a BCAs e 
elicitores, para proteção da videira contra o míldio
Dois ensaios in vitro foram realizados neste estudo com o objetivo de 
examinar os efeitos das substâncias estudadas sobre as estruturas de 
dispersão do patógeno: esporângios e zoósporos liberados. No primeiro 
ensaio, esporângios frescos foram coletados de folhas pulverulentas de 
‘Cabernet Sauvignon’ desprotegidas e foram experimentados posteriormente 
com fungicidas e elicitores biológicos, ao longo de 15 horas. Aqui, verificou-
se que, exceto pelos tratamentos com Trichoderma (T. harzianum e T. 
asperellum) que não diferiram (P > 0,05) dos controles de água (Ctrl-), todas 
as substâncias testadas responderam com um nível intermediário de inibição 
da viabilidade do esporângio para liberar zoósporos para o meio aquoso 
(Figura 1). Em relação aos tratamentos com Trichoderma, observou-se que 
eles também não puderam impedir suas atividades de zoósporos, sendo 
evidenciada uma atividade intermediária (**) de zoósporos expostos a esses 
tratamentos de BCA, ao microscópio óptico. Neste ensaio, foi evidenciado 
que quitosana (na dose de 3,6 mL/L), fosfito, Bacillus amyloliquefaciens (2,5 
g/L), o bioestimulante (BS) e BTH apresentaram níveis de diminuição da 
viabilidade de seus esporângios variando 35 a 65% (não diferente, de acordo 
com o teste de Tukey a 5% de significância) em comparação com controles de 
água (Ctrl-). No entanto, a quitosana não cancelou as atividades de zoósporo 
(Figura 1). Essas substâncias não promoveram diferenças (P > 0,05) entre 
si e a mistura Bordeaux (CB1010) em relação à viabilidade de esporângios 
frescos. Por outro lado, tanto o BTH (um indutor de defesa vegetal aclamado) 
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quanto o bioestimulante (BS) foram capazes de reduzir a viabilidade dos 
esporângios pela metade e interromper a atividade do zoósporo (Figura 1).
No segundo ensaio in vitro, o objetivo foi verificar a qualidade do inoculo 
secundário surgido de plantas tratadas. O critério de escolha dos tratamentos 
obedeceu aos diferentes modos de ação quanto à proteção contra a doença. 
Foi observado que os tratamentos com B. amyloliquefaciens, CB1010 e BTH 
não reduziram significativamente (P > 0,05) a média dos esporângios totais 
em volume final de 4 mL de água, quando comparados com Ctrl- (Figura 2). 
Porém, nesses tratamentos, foi evidenciado um incremento de esporângios 
defeituosos: secos, enrugados e pequenos. O tratamento com BTH não 
manteve (P < 0,05) o nível de esporângios sadios quando comparado ao 
controle negativo (Crtl-) (Figura 2). Por outro lado, as plântulas tratadas com 
o bioestimulante (BS) puderam apresentar uma queda forte e significativa (P 
24




Fig 1. Viabilidade de esporângios sadios (frescos) de P. viticola e a liberação de zoósporos 772 
em meio aquoso, 15 HAT. Os tratamentos foram: 1) Trichoderma asperellum (Tasp, 4g L-1); 773 
2) Trichoderma harzianum (Thar, 4g L-1); 3) Bacillus amyloliquefaciens (Bac0,5, 0,5 g L-1 e 774 
Bac2,5, 2,5 g L-1); 4) fosfito de potássio (Fosfito, 2mL L-1); 5) quitosana (Qui0,6, 0,6mL L-1, 775 
e Qui3,6, 3,6mL L-1); 6) bioestimulante de aminoácidos (BS, 1mL L-1) e 6) BTH (0,2 g L-1). 776 
Os controles positivos foram calda bordalesa (CB1010) e Metalaxyl-M + Mancozeb (Ctrl +, 777 
300mL 100L-1). O controle negativo, água destilada (Ctrl-). Os dados são apresentados como 778 
porcentagem (%) do controle de água e ANOVA e o teste de Tukey com significância de 5%. 779 
Os asteriscos indicam (***) alta atividade, (**) atividade intermediária, (*) baixa e () 780 




































Figura 1. Viabilidade de esporângios sadios (frescos) de P. viticola e a liberação de 
zoósporos em meio aquoso, 15 HAT. Os tratamentos foram: 1) Trichoderma asperellum 
(Tasp, 4 g/L); 2) Trichoderm  harzianum (Thar, 4 g/L); 3) Bacillus amyloliquefaciens 
(Bac0,5, 0,5 g/L e Bac2,5, 2,5 g/L); 4) fosfito de potássio (Fosfito, 2 mL/L); 5) quito-
sana (Qui0,6, 0,6 mL/L, e Qui3,6, 3,6 mL/L); 6) bioestimulante de aminoácidos (BS,
1 mL/L) e 6) BTH (0,2 g/L). Os control s positivos foram calda bordalesa (CB1 10) e 
Metalaxyl-M + Manc zeb (Ctrl +, 3 mL/L). O controle negativo, água destilada (Ctrl-). 
Os dados são apresentados como porcentagem %) do controle de água  ANOVA e 
o teste de Tukey m significância de 5%. Os ast riscos indicam (***) alta ativid , 
(**) atividade inter ediária, (*) baixa e () nenhuma atividade de zoósporos liberados, 
15 HAT.
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< 0,05) tanto nos esporângios totais quanto nos esporângios sadios coletados 
de suas folhas tratadas (Figura 2).
Efeitos de BCAs e eliciadores no progresso do 
míldio da videira em casa de vegetação
Nesta pesquisa, os primeiros sintomas de míldio da videira no controle 
negativo (Ctrl-) foram observados aproximadamente 7 DAI. Observou-se 
que os níveis da doença atingiram 60% da máxima severidade, com folhas 
apresentando manchas de óleo e/ou frutificação de P. viticola (Figura 3). As 
avaliações revelaram que todas as curvas da doença aumentaram de forma 
constante em todos os tratamentos dentro de 26 DAI, exceto por Bacillus 
amyloliquefaciens (2,5 g/L) e pelo bioestimulante (BS) que atingiram seus 
picos por volta de 17 DAI e não progrediram daí em diante até o final de o 
intervalo de tempo (Figura 3). Plantas tratadas com Trichoderma asperellum 
Figura 2. . Qualidade de esporângios de P. viticola obtidos de folhas tratadas e não 
tratadas (Ctrl-), 26 DAI. Os tratamentos neste foram: 1) Bacillus amyloliquefaciens 
(Bac2,5, 2,5 g/L); 2) bioestimulante de aminoácidos (BS, 1mL/L); 3) BTH (0,2 g/L). O 
controle positivo foi calda bordalesa (CB1010) e o controle negativo, água destilada 
(Ctrl-). As colunas escuras representam a média dos esporângios intactos (sadios) 
contados na câmara de Neubauer de 4 quadrantes. As colunas cinza representam 
a média do total de esporângios (sadios + danificados) ressuspensos e contados 
imediatamente após a lavagem. Em Ctrl-, os esporângios foram expostos a água 
destilada. Médias seguidas com as mesmas letras não diferiram significativamente de 
acordo com o teste de Tukey (P > 0,05).
25
786 
Figura 2. Qualidade de esporângios de P. viticola obtidos de folhas tratadas e não tratadas 787 
(Ctrl-), 26 DAI. Os tratamentos neste foram: 1) Bacillus amyloliquefaciens (Bac2,5, 2,5 g L-788 
1); 2) bioestimulante de aminoácidos (BS, 1mL L-1); 3) BTH (0,2 g L-1). O controle positivo 789 
foi calda bordalesa (CB1010) e o controle negativo, água destilada (Ctrl-). As colunas escuras 790 
representam a média dos esporângios intactos (sadios) contados na câmara de Neubauer de 4 791 
quadrantes. As colunas cinza representam a média do total de esporângios (sadios + 792 
danificados) ressuspensos e contados imediatamente após a lavagem. Em Ctrl-, os 793 
esporângios foram expostos a água destilada. Médias seguidas com as mesmas letras não 794 
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(2 g/L e 4 g/L), Trichoderma harzianum (2 g/L e 4 g/L), quitosana e BTH 
não revelaram proteções acima de 31%. Parcelas pulverizadas com fosfito 
de potássio, Bacillus amyloliquefaciens e o bioestimulante responderam com 
proteções mais altas, variando entre 44-68%. Tais tratamentos puderam 
estabilizar  o  progresso  do  míldio  e  prejudicar  a  dispersão da doença 
de 14 DAI em diante. O  resultado  mais  robusto  de proteção  da  videira 
contra P. viticola foi conferido pelo bioestimulante (BS) que atingiu 84% 
do desempenho do CB1010 (Ctrl+). Como esperado, nenhum dos BCAs 
ou elicitores testados conferiu proteção total em videiras desafiadas por P. 
viticola em condições de casa de vegetação.
26
808 
Figura 3. Ensaios de estufa para avaliação do progresso do míldio, AACPD e % de proteção 809 
(valores dentro das caixas) em folhas de videira, cv. Cabernet Sauvignon. Os tratamentos 810 
estão indicados nas legendas internas a cada gráfico. Os asteriscos dentro de cada dia de 811 
avaliação representam valores diferentes entre o tratamento e o Ctrl-, de acordo com o teste t 812 




































































































































































Figura 3. Ensaios de casa de veg tação para avaliação do pr gres o do míldio, 
AACPD e % de proteção (valores dentro das caixas) em folhas de videira, cv. Cabernet 
Sauvignon.  Os tratamentos estão indicados nas legendas internas a cada gráfico.  Os 
asteriscos dentro de cada dia de avaliação representam valores diferentes entre o 
tratamento e o Ctrl-, de acordo com o teste t (Student) a um nível de significância  de 
5%.
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Efeitos dos BCAs e elicitores nas atividades enzimáticas 
e na deposição de lignina nas folhas da videira
Análises de enzimas relacionadas a respostas celulares de defesa foram rea-
lizadas em amostras de folhas expostas a BCAs e elicitores. A abordagem 
foi feita para saber se as substâncias poderiam induzir respostas de defesa 
da planta localmente no tecido da videira (Figura 4 e Figura 5), após o con-
tato e absorção pela folha. Quatro enzimas relacionadas à patogênese (três 
proteínas PR e polifenoloxidases) foram monitoradas em folhas de ‘Cabernet 
Sauvignon’ entre 12-72 horas após pulverizações (HAP) de BCAs e substân-
cias elicitoras.
Peroxidases de guaiacol (GPX) extraídas de folhas expostas às substâncias 
estudadas responderam com reduções em suas atividades 24 HAP quando 
comparadas com os respectivos controles de água (Ctrl-) (Figura 4, primeira 
coluna), estes quase constantes durante o intervalo de estudo. A quitosana 
pareceu induzir a queda nas atividades do GPX somente após 24 HAP. Em 
relação a essa enzima, o tratamento com bioestimulante (1 mL/L) pareceu 
ser a única substância capaz de produzir aumentos significativos (P < 0,05) 
nas atividades de GPX dentro do intervalo experimental. Por exemplo, às 12 
HAP as folhas de videira tratadas com o bioestimulante (BS) responderam 
com um valor cerca de sete (7) vezes maior que seu respectivo controle, cain-
do logo em seguida para um nível duas vezes maior (Figura 4 BS). Por outro 
lado, folhas de videira expostas a BTH mostraram reduções sustentadas e 
significativas (P < 0,05) nas atividades de GPX em todo o intervalo de tempo 
12-72 HAP (BTH, Figura 4).
Com relação às polifenoloxidases (PPO), foram observadas poucas 
modificações nas atividades das folhas tratadas com Trichoderma e 
quitosana (elicitor) quando comparadas ao controle negativo (Ctrl-), em 12-
72 HAP (Figura 4 2ª coluna). As PPOs experimentaram aumentos apenas 
quando as folhas foram pulverizadas com dois elicitores testados (BTH e 
BS) e Bacillus, começando em 12 HAP até o final do intervalo de 12-72 HAP. 
Mas, diferentemente dos elicitores, o Bacillus amyloliquefaciens induziu 
diferenças significativas (P <0,05) entre tratamento e água (Ctrl-) apenas 
em 72 HAP. Em relação ao tratamento de BS, também houve uma resposta 
notável da atividade de PPO logo aos 12 HAP, com valores de atividade de 
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PPO chegando a cerca de duas vezes, quando comparados aos observados 
no controle negativo (Ctrl-) ao mesmo tempo. No BS, as atividades de PPO 
permaneceram significativamente (P < 0,05) maiores que os controles durante 
o período experimental, exceto em 24 HAP. Em folhas pulverizadas com 
BTH, foi observado que as atividades de PPO experimentaram aumentos 
significativos (P <0,05) em 12 e 24 HAP com seus valores caindo logo depois, 
para os níveis alcançados pelo controle negativo (Ctrl-) (Figura 4).
Neste ensaio, somente quando as folhas da videira foram pulverizadas com 
T. harzianum (4 g/L) e BTH foi possível evidenciar aumentos nas atividades 
das β-1,3-glucanases (GLU) (Figura 4, 3ª coluna). Em T. harzianum, foram 
observados aumentos das atividades de GLU para um valor que se manteve 
superior ao de seus respectivos controles (Ctrl-) até o final do período 
experimental. No entanto, este tratamento com BCA induziu apenas um 
aumento significativo (P <0,05), em 48 HAP. Em relação às folhas tratadas 
com BTH, observou-se um forte aumento da atividade de GLU a partir de 
24 HAP seguido de queda em suas atividades, que se mantiveram elevadas 
a partir da linha de resposta do Ctrl- até o final do período experimental. 
Com relação ao tratamento com quitosana, foi evidenciada uma queda 
nas atividades de GLU entre 12-72 HAP. De fato, foi surpreendente que a 
atividade de GLU em folhas expostas à quitosana tenha caído cerca de três 
vezes em 12 HAP, permanecendo abaixo de seu controle (Ctrl-) para 24-72 
HAP. Apesar de algumas respostas contrastantes em 24 e 72 HAP, outros 
tratamentos (B. amyloliquefaciens e BS) não pareceram induzir quaisquer 
modificações significativas nas atividades de GLU de folhas de videira que 
possam caracterizar um padrão de resposta enzimática no intervalo 12-72 
HAP.
Além disso, folhas pulverizadas com BS (1 mL/L) não pareceram responder 
com um padrão enzimático típico, também no que diz respeito à atividade 
de quitinases (CHI). Isso pode ser assumido uma vez que não houve uma 
resposta enzimática que pudesse ser mantida significativamente diferente 
das evidenciadas pelo controle negativo (Ctrl-) avaliado em 24 HAP pelo 
menos, dentro do intervalo experimental. Por outro lado, plantas pulverizadas 
com T. harzianum, B. amyloliquefaciens e BTH evidenciaram aumentos 
notáveis em suas atividades CHI ao longo do tempo experimental. As folhas 
pulverizadas com T. harzianum mostraram um forte incremento na atividade 
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817 
Figura 4. Atividades de guaiacol peroxidases (GPX), polifenol oxidases (PPO), β-1,3-818 
glucanases (GLU) e quitinases (CHI) em folhas de 'Cabernet Sauvignon' após pulverizações 819 
com controles de água destilada (Ctrl-, --), BCAs e elicitores (--), legendados à esquerda. 820 
As respostas enzimáticas evidenciadas nas folhas pulverizadas por cada substância são 821 
exibidas em cada linha. As respostas enzimáticas associadas a uma enzima relacionada à 822 
defesa são exibidas em cada coluna, com cada enzima sendo intitulada no topo. As amostras 823 
foram coletadas 12, 24, 48 e 72 h após as pulverizações (HAS) para extração de proteínas 824 























































































































































































































































































































































































Figura 4. Atividades de guaiacol peroxidases (GPX), polifenol oxidases (PPO), 
β-1,3-glucanases (GLU) e quitinases (CHI) em folhas de ‘Cabern t Sauvignon’ após 
pulv rizações co  controles de água destilada (Ctrl-, -○-), BCAs e elicitores (-■-), 
legendados à esquerda. As respostas enzimáticas evidenciadas nas folh s pulveri-
zadas p r cada substância são exibid s m c da linha. As respostas enzi áticas 
associadas a uma enzima relacionada à defesa são exibidas em cada coluna, com 
cada enzima sendo intitulada no topo. As amostras foram coletadas 12, 24, 48 e 72 
h após as pulverizações (HAP) para extração de proteínas solúveis e determinações 
enzimáticas. As barras de erro indicam o desvio padrão da média.
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de CHI logo aos 12 HAP, seguida por uma redução da atividade aos 48 
HAP em diante. As plantas pulverizadas com B. amyloliquefaciens e BTH 
responderam com valores de atividade de CHI em torno de duas vezes 
maiores do que Ctrl-, permanecendo quase constante a 72 HAP. Quando 
as folhas foram pulverizadas com a suspensão de quitosana, as atividades 
de CHI responderam com ligeira diminuição logo em 24 HAP. Na verdade, 
em relação às plântulas tratadas com quitosana, as três PR-proteínas e a 
PPO experimentaram baixas atividades e poucas modificações quando 
comparadas com o controle negativo (Ctrl-), considerando o intervalo de 
tempo 12-72 HAP (Figura 4, 2ª linha).
Com relação aos teores de lignina (derivados marrons de TGA) nas folhas 
72 HAP após a exposição aos BCAs e eliciadores escolhidos, não foram 
encontradas diferenças significativas (P> 0,05) entre os tratamentos e o 
controle negativo (Figura 5). No entanto, puderam ser evidenciados níveis 
28
826 
Figura 5. Conteúdo de lignina (derivados de TGA, mg g-1 FW – massa fresca) extraído de 827 
folhas de videira (cv. Cabernet Sauvignon), 72 horas após pulverizações (HAS) com BCAs e 828 
eliciadores. As plântulas controle (Ctrl-) foram pulverizadas com água destilada. Médias 829 
seguidas com as mesmas letras não diferiram significativamente de acordo com o teste de 830 
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72 HAPFigura 5. Conteúdo de lignina (derivados de TGA, mg/g FW – massa fresca) extraído 
de folhas de videira (cv. Cabernet Sauvignon), 72 horas após pulverizações (HAP) 
com BCAs e eliciadores. As plântulas controle (Ctrl-) foram pulverizadas com água 
destilada. Médias seguidas com as mesmas letras não diferiram significativamente de 
acordo com o teste de Tukey (P > 0,05).
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contrastantes nas quantidades de lignina encontradas nas folhas tratadas, 
a 72 HAP. Como esperado, os eliciadores testados (BTH, BS e quitosana) 
responderam com os maiores teores de lignina quando comparados aos 
BCAs e aos controles de água, mesmo sem significância abaixo de 5% (P = 
0,194; LSD = 0,436; SE = 0,092).
Discussão
Neste trabalho, foram realizados experimentos em casa de vegetação para 
levantamento de doenças e amostragens de material vegetal, a fim de evi-
denciar quais mecanismos parciais poderiam afetar o progresso do míldio 
nas folhas da videira, após pulverizações com BCAs e eliciadores. Tais subs-
tâncias foram escolhidas em função de relatórios gerais de sua aceitação e 
manuseio para a viticultura orgânica, da forma mais ampla possível (Dagostin 
et al., 2011; Delaunois et al., 2014). 
Basicamente, três hipóteses foram consideradas neste estudo: i) as substân-
cias testadas seriam capazes de lesar os esporângios (estruturas do pató-
geno) diretamente no ponto de parar de lançar seus zoósporos e/ou mesmo 
inativar os zoósporos liberados; ii) se a resistência local da planta (IR) induzi-
da por BCAs, quitosana, fosfito e outros elicitores seria suficiente para reduzir 
significativamente o progresso do míldio; iii) tais substâncias teriam efeitos 
em ambos os mecanismos biológicos de redução das taxas de evolução da 
doença.
As respostas de defesa de plantas mediadas por BCAs, extratos totais e 
eliciadores têm demonstrado proteger a videira contra doenças causadas por 
Botrytis cinerea, P. viticola e Erysiphe necator (Godard et al., 2009; Perazzolli 
et al., 2012; Pereira, et al., 2012; Cavalcanti et al., 2014). Esses relatos são 
baseados precisamente na observação de atrasos na evolução da doença 
com a detecção de incrementos em marcadores de IR, como fitoalexinas 
estilbenos (resveratrol, Δ-viniferina, ε-viniferina etc), aumento da atividade de 
proteína PR e deposições de lignina na parede celular etc.
No presente estudo, o bioestimulante (BS, 1mL/L) pareceu conferir prote-
ção segura em videiras ‘Cabernet Sauvignon’ contra o míldio, atingindo 68% 
de proteção e 84% de desempenho da calda bordalesa (Ctrl+) (Figura 3). 
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Observou-se que as proteções de BS foram evidenciadas com redução sig-
nificativa (P < 0,05) na viabilidade dos esporângios e inibição das atividades 
do zoósporo, 18 DAP (Figura 1). Além disso, o BS induziu a única queda 
altamente significativa (P <0,01) no inóculo secundário (próximo a 50% de 
Ctrl-) entre os tratamentos experimentados, 26 DAP. Assim, há um forte indi-
cativo de que a mistura de BS poderia atrasar o ciclo do patógeno (coloniza-
ção) no tecido do hospedeiro. Tais evidências podem ser interpretadas como 
um tipo muito eficiente de indução de resistência conferida pela substância. 
Recentemente, foi relatado que as substâncias de aminoácidos e fitoalexinas 
podem servir como bioestimulantes para o crescimento de plantas e proteção 
contra doenças (Popko et al., 2018)
O BS pulverizado nas folhas induziu aumentos significativos (P <0,05) nas 
atividades de GPX e PPO logo em 12 HAP, duas vezes e meia do que aque-
les revelados pelos controles de água (Figura 4). No entanto, essa substância 
não alterou significativamente as atividades de CHI e GLU. Na verdade, quiti-
nases e β-1,3-glucanases são proteínas PR com tendência a degradar a pa-
rede celular de hifas de fungos patogênicos verdadeiros como uma resposta 
de defesa contra processos de parasitismo (Gupta et al., 2013). Mesmo que 
a BS pudesse aumentar as atividades de ambas as enzimas, provavelmente 
as mesmas teriam pouco rendimento na hidrólise das paredes celulares do 
oomiceto, uma vez que esses são constituídos principalmente por celulose e, 
em menor escala, por quitina ou β-1,3-glucanos (Werner et al., 2002).
Enquanto BS não alterou as atividades de CHI e GLU, mesmo sendo capaz 
de induzir aumentos nos níveis de GPX, PPO e lignina (não significativo, P 
> 0,05), o tratamento à base de Trichoderma harzianum (4 g/L) pôde induzir 
aumentos relevantes nas atividades de CHI e GLU por 12-24 HAP pelo 
menos (Figura 4). No entanto, folhas tratadas com T. harzianum pareceram 
não aumentar as atividades de GPX (houve redução aqui) e PPO, o que 
pode estar relacionado a incrementos muito baixos de lignina em plântulas 
expostas a esse BCA, apenas alguns pontos maiores (0,49 mg/g) do que as 
apresentadas por Ctrl- (0,45 mg/g) e quitosana (0,49 mg/g) (Figura 5). De fato, 
quando as folhas de ‘Cabernet Sauvignon’ foram expostas a T. asperellum e 
T. harzianum (duas doses cada), elas pareceram trazer proteção muito baixa 
para as plântulas desafiadas pelo míldio (Figura 3). Seus níveis de proteção 
não ultrapassaram 31% (o que é considerado um perfil baixo) também porque 
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eles não conseguiram inibir a viabilidade dos esporângios e a atividade dos 
zoósporos (Figura 1).
Da mesma forma, a quitosana experimentada produziu discreto atraso na 
curva de progresso da doença, atingindo apenas 29,1% de proteção (Figura 
3). As folhas expostas à quitosana produziram respostas muito discretas 
relacionadas à SAR, uma vez que não modificaram o PPO e diminuíram 
levemente as atividades de GPX, CHI e GLU em 12-72 HAP (Figura 4). Da 
mesma forma que o Trichoderma, foi observado um aumento muito baixo da 
lignina foliar quando comparado ao Ctrl- (Figura 5). No entanto, a suspensão 
de quitosana foi capaz de reduzir significativamente (P < 0,05) a viabilidade 
dos esporângios e a atividade dos zoósporos, mas apenas na dose de 3,6 
mL/L (Figura 1). Segundo Malerba e Cerrana (2016), a quitosana aparece 
como um biopolímero “natural, seguro e barato” reconvertido a partir da 
quitina e evidenciado principalmente em exoesqueleto de artrópodes e 
fungos verdadeiros. A quitina bruta é embebida em NaOH 40-50% (p/v) para 
remover os grupos acetil da N-acetil-D-glucosamina em β-1,4-D-glucosamina. 
A quitosana é conhecida como a segunda fonte de carbono depois da 
biomassa lignocelulósica (Kurita, 2006). Foi relatado que, embora a quitosana 
hidrolisada e menos acetilada tenha melhores efeitos para a inibição direta 
do crescimento do patógeno, aquelas hidrolisadas e parcialmente acetiladas 
são adequadas para desencadear SAR para proteger as plantas contra 
patógenos (Xu et al., 2007; Falcón et al., 2007). Portanto, foi sugerido aqui 
que a quitosana utilizada em sua forma comercial (3,6 mL/L) pode ser menos 
acetilada e degradada (cadeias de tamanho curto), uma vez que atuou como 
inibidor da viabilidade dos esporângios, neste estudo (Figura 1).
No Brasil, o fosfito de potássio tem sido utilizado para proteção de vinhedos 
contra o míldio, como parte dos esforços mundiais de substituição dos 
fungicidas de cobre (Pereira et al., 2012; Cabús et al., 2017). Em condições 
de casa de vegetação, as plântulas tratadas com fosfito de potássio e Bacillus 
amyloliquefaciens puderam reduzir significativamente (P < 0,05) a área sob 
o progresso do míldio (AACPD), com percentual de proteção atingindo 49,6 
e 44,7%, respectivamente (Figura 3). Foi evidenciada inibição da viabilidade 
dos esporângios e da atividade dos zoósporos por ambas as substâncias, 
mas apenas com B. amyloliquefaciens 2,5 g/L (Figura 1). Tais inibições podem 
não esclarecer parcialmente como o Bacillus poderia reduzir os AACPD, uma 
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vez que não demonstrou respostas claras nas enzimas SAR, em termos de 
RI. Realmente, as folhas de plantas tratadas com Bacillus não mostraram 
incrementos de novo de lignina (Figura 5) e apresentaram ligeiros aumentos 
nas atividades de PPO, apesar de respostas pronunciadas de CHI em 12-72 
HAP (Figura 4). No entanto, CHI parece desempenhar um papel menor em 
microrganismos celulósicos, como discutido acima. 
Em relação ao fosfito, foi relatado que a substância pode ativar respostas 
SAR com aumentos nas atividades da proteína PR relacionadas à proteção 
de videiras ‘Merlot’ contra o míldio (Cavalcanti et al., 2014).
Como controle positivo, plantas pulverizadas com BTH mostraram uma 
proteção relativamente baixa e inesperada (34%, Figura 3), mesmo sendo 
capazes de ativar SAR, conforme respostas aumentadas de PPO, CHI e GLU 
(Figura 4) e pronunciada (embora não significativa, P > 0,05) síntese de novo 
de lignina (Figura 5). Surpreendentemente, os tratamentos com BTH também 
evidenciaram um papel discreto na inibição da viabilidade dos esporângios 
e da atividade dos zoósporos (Figuras 1 e 2). Apesar disso, nunca foram 
evidenciadas proteções contra o míldio que ultrapassassem 46% nas parcelas 
tratadas com BTH, em relação a outros ensaios experimentais (Cavalcanti et 
al., 2011; Walters et al., 2013; Delaunois et al., 2014).
Considerações finais
O controle alternativo do míldio visando à redução do cobre ou outros agro-
tóxicos deve passar pela indução de respostas celulares de defesa da planta 
(por exemplo, lignificação), mas sem abrir mão da inibição direta sobre as es-
truturas do patógeno. As proteções baseadas nessas duas forças acabarão 
por conferir atrasos significativos no progresso do míldio da videira. 
Uma substância comercial à base de aminoácidos e polifenóis poderia impor 
um mecanismo de defesa muito eficiente, que pareceu ir além da inibição 
direta do patógeno associada à ativação da RI local. Em plântulas tratadas 
com BS, um mecanismo foi capaz de diminuir a produção líquida de inóculo 
secundário, causando um forte comprometimento nas relações patógeno-
hospedeiro do míldio (Figura 2). De fato, foi evidenciado um relativo alto nível 
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de proteção (68%), contudo não diferente (P > 0,05) daqueles revelados 
pelas mudas protegidas com a mistura de Bordeaux (CB1010) (Figura 3).
No entanto, mais estudos e esclarecimentos são necessários para investigar 
quais outros mecanismos poderiam levar a uma redução significativa na pro-
dução de inóculo secundário, a fim de entender como os produtos orgânicos 
poderiam alcançar melhores desempenhos para proteger os vinhedos contra 
o míldio e outras doenças, em níveis potencialmente competitivos alcança-
dos por veículos de controle químico.
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